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В обзоре кратко изложены сущность метода полимеразной цепной реакции и его наиболее распространенные вари-
анты. Выделены три основных направления исследований в области травматологии и ортопедии, в основе которых ле-
жит метод полимеразной цепной реакции: выявление возбудителей имплантат-ассоциированной инфекции; выявление 
генов антибиотикорезистентности и генов биопленкообразования микробных возбудителей. Приведены примеры при-
менения полимеразной цепной реакции для выявления значимых в травматологии и ортопедии наследственных заболе-
ваний, а также в качестве дополнительного метода при исследованиях, связанных с процессами регенерации хрящевой 
и костной тканей.
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Review brief presents description of polymerase chain reaction method (PCR) and its most common variants. Three PCR-
based lines of research, carried out in the traumatology and orthopaedics, include identifying a causative agents of the implant-
associated infection after orthopaedic surgery; detection of antibiotic resistance genes and biofilm forming genes. It was shown 
that PCR can be used as additional method for detection of genetic disorders, significant for traumatology and orthopaedics, and 
for investigation of cartilage and bone regeneration.
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Разнообразные методы молекулярной ге-
нетики на протяжении многих десятилетий 
успешно применяются и, непрерывно развива-
ясь, приобретают все большее распространение 
и значимость в различных областях науки и ме-
дицины. Одним из наиболее простых базовых 
методов является метод полимеразной цепной 
реакции (ПЦР).
Клиническая значимость метода ПЦР в 
основном сводится к диагностике инфекци-
онных или наследственных заболеваний, в то 
время как в научных исследованиях ПЦР по-
зволяет не только выявлять определенные 
гены или мутации, например, с целью оценки 
их распространенности в популяции, но и яв-
ляется обязательным этапом реализации более 
сложных и комплексных молекулярно-генети-
ческих подходов, необходимых для решения 
разнообразных научных задач. 
Несмотря на то, что применение ПЦР в трав-
матологии и ортопедии достаточно ограничено 
по сравнению с другими областями клиниче-
ской медицины, тем не менее данный метод 
может быть полезен при решении целого ряда 
фундаментальных и прикладных проблем.
Сущность и разновидности метода ПЦР
Сущность метода ПЦР заключается в много-
кратном копировании участка ДНК, опреде-
ляемого нуклеотидной последовательностью 
используемых олигонуклеотидов (праймеров). 
Необходимыми компонентами реакции являются 
ДНК-матрица (например, бактериальная ДНК), 
дезоксирибонуклеозидтрифосфаты, служащие 
строительными блоками для цепей ДНК, специфи-
ческие праймеры (олигонуклеотиды, комплемен-
тарные участку ДНК-матрицы), фермент ДНК-
полимераза, ионы MgCl2+ и реакционный буфер.
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ПЦР включает несколько этапов: 1) денату-
рация ДНК; 2) отжиг праймеров; 3) элонгация 
(синтез новой цепи ДНК) (рис. 1). 
На этапе денатурации ДНК при температуре 
94–98°С происходит расхождение цепей двух-
цепочечной ДНК-матрицы. После этого стано-
вится возможным второй этап реакции – отжиг 
праймеров, т.е. комплементарное присоедине-
ние специфического олигонуклеотида к одно-
цепочечной ДНК-матрице при определенной 
температуре, зависящей от нуклеотидной по-
следовательности праймера. На этапе элонга-
ции ДНК-полимераза, используя праймер в ка-
честве затравки, синтезирует комплементарную 
цепь ДНК, достраивая одноцепочечную матри-
цу до двухцепочечной. На этом заканчивается 
первый цикл реакции. Обычная ПЦР включает 
в среднем 30 циклов, на каждом из которых про-
исходит удвоение количества ДНК, получен-
ного в результате предыдущего цикла. За счет 
такого многократного копирования достигает-
ся высокая чувствительность ПЦР: достаточно 
10 молекул ДНК в пробе для их обнаружения.
Существует множество типов полимераз-
ной цепной реакции, но для клинико-диа-
гностических целей чаще всего применяют 
2 варианта. 
1. «Обычная» ПЦР (см. рис. 1): в результате 
такого типа ПЦР мы можем судить только о при-
сутствии/отсутствии возбудителя, но не можем 
определить его количество. Кроме того, «обыч-
ная» ПЦР для детекции результата требует прове-
дения электрофореза полученных продуктов ам-
плификации, что увеличивает суммарное время 
анализа, а также повышает риск получения лож-
ноположительных результатов из-за возможной 
контаминации проб продуктами амплификаци. 
2. ПЦР в реальном времени (РВ-ПЦР): при 
этом типе ПЦР применяют флуоресцент-
но-меченые праймеры, или ДНК-зонды, или 
интеркалирующие красители, что позволяет 
регистрировать результат по увеличению флу-
оресценции в течение всех циклов реакции. 
Таким образом, данный тип анализа имеет два 
существенных преимущества перед «обычной» 
ПЦР: детекция результата без проведения элек-
трофореза, а следовательно, сокращение общего 
времени, затрачиваемого на анализ (на полчаса 
и более) и возможность получения количе-
ственного результата.
Рис. 1. Схематичное изображение первого цикла ПЦР: 1 – денатурация: 94–98°С; 2 – отжиг: температура отжига 
праймеров (например, 55°С); 3 – элонгация: 72°С (Р – полимераза); 4 – окончание первого цикла: исходные и 
синтезированные ДНК-цепи служат матрицей в следующем цикле реакции (количество матричной ДНК в ходе 
каждого последующего цикла удваивается)
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К другим вариантам ПЦР, широко исполь-
зуемым в клинических исследованиях, относят 
мультиплексную и аллель-специфичную ПЦР. 
Мультиплексная ПЦР при правильно подо-
бранных условиях позволяет получить резуль-
тат более одного анализа при проведении одной 
ПЦР-реакции за счет добавления нескольких пар 
специфических праймеров. Например, одна пара 
праймеров – для внутреннего контроля (на ДНК 
человека), а другая – для выявления возбудителя 
заболевания; или две и более пары праймеров для 
одновременного выявления нескольких возбу-
дителей. Мультиплексная ПЦР может быть как 
обычной, т.е. требовать постановки электрофоре-
за для детекции результата, так и в виде РВ-ПЦР. 
Аллель-специфичная ПЦР основана на том, 
что в случае, когда на 3`-конце праймера присут-
ствует нуклеотид некомплементарный ДНК-
матрице, эффективность удлинения праймера 
во время ПЦР резко снижается и может отсут-
ствовать вовсе, а следовательно, продукт ПЦР 
образовываться не будет (рис. 2). Это свойство 
позволяет применять аллель-специфичную 
ПЦР для выявления точечных мутаций, при-
сутствующих в интересующем гене.
травматологии и ортопедии, в основе которых 
лежит метод ПЦР: выявление возбудителей им-
плантат-ассоциированной инфекции (ИАИ); 
выявление генов антибиотикорезистентности 
и генов биопленкообразования микробных воз-
будителей. Кроме того, возможно применение 
ПЦР для выявления наследственных заболе-
ваний, имеющих значение в травматологии и 
ортопедии, а также в качестве дополнительного 
метода при исследованиях, связанных с процес-
сами регенерации хрящевой и костной ткани.
ПЦР как способ идентификации возбуди-
теля при инфекциях костей и суставов 
Применение метода ПЦР для идентифика-
ции возбудителя инфекции представляет зна-
чительный интерес прежде всего потому, что 
может позволить сократить время, необходимое 
для получения результата анализа (до 4 часов по 
сравнению с 1–7 сутками обычного бактериоло-
гического исследования), а следовательно, рань-
ше определиться с лечебной тактикой, сократив 
тем самым время пребывания пациента в стацио-
наре. Кроме того, ПЦР более чувствительна, чем 
обычное культивирование, что немаловажно при 
низкой бактериальной обсемененности образца. 
Рис. 2. Принцип работы аллель-специфичной ПЦР
Еще одной разновидностью метода ПЦР яв-
ляется ПЦР с обратной транскрипцией, приме-
няемая для идентификации молекул РНК, на-
пример, в случае выявления РНК-содержащих 
вирусов или для доказательства экспрессии ка-
кого-либо гена на уровне транскрипции. 
Возможности применения ПЦР в области
травматологии и ортопедии 
Проведенный анализ имеющихся литератур-
ных данных позволил выделить три основных 
направления научных исследований в области 
Существенным ограничением применения 
ПЦР для выявления возбудителя инфекции в 
клинике является необходимость определения 
его антибиотикочувствительности на уровне 
фенотипа. Безусловно, одновременно с опреде-
лением возбудителя методом ПЦР возможно и 
выявление присутствующих в его геноме генов 
антибиотикорезистентности. Но, к сожалению, 
само по себе наличие/отсутствие у возбудите-
ля генов антибиотикорезистентности далеко не 
всегда коррелирует с его фенотипической устой-
чивостью/чувствительностью к антибиотикам. 
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При этом необходимость определять антибио-
тикочувствительность фенотипически, т.е. бак-
териологическими методами, влечет за собой 
потребность культивирования возбудителя: 
проведение бактериологического посева с одно-
временным или последующим определением 
антибиотикочувствительности, что практиче-
ски сводит на нет смысл применения ПЦР для 
идентификации возбудителя инфекции.
Поэтому ПЦР необходимо рассматривать не 
как замену бактериологическому исследованию, 
а скорее как вспомогательный инструмент, кото-
рый может стать полезным в ряде случаев. Так, на-
пример, отрицательный результат ПЦР-анализа 
дооперационного аспирата при подозрении на 
ИАИ у пациента с нестабильностью компонен-
тов эндопротеза (ЭП) может ускорить принятие 
решения о проведении ревизионного эндопро-
тезирования до получения результатов бактери-
ологического исследования. В то же время при 
положительном результате ПЦР-анализа, напри-
мер, выявлении метициллинорезистентного или 
метициллиночувствительного штамма S. aureus 
(MRSA или MSSA) и необходимости выполнить 
санирующую операцию, антибиотикотерапия 
может быть назначена до фенотипического опре-
деления антибиотикочувствительности бактери-
ологическими методами, поскольку существуют 
стандартные схемы антибактериальной терапии, 
рекомендованные для лечения ортопедических 
инфекций, вызванных MRSA или MSSA [5, 44]. 
Кроме того, ПЦР может быть полезна для выяв-
ления сложно- или некультивируемых микроор-
ганизмов при клинической картине инфекции и 
отрицательных результатах бактериологических 
анализов.
Наиболее распространенными бактериальны-
ми возбудителями ИАИ в травматологии и орто-
педии являются S. aureus и коагулазо-негативные 
стафилококки, а также разнообразные предста-
вители родов Enterococcus spp., Acinetobacter spp., 
Pseudomonas spp., Corynebacterium spp., Enterobacter 
spp., Propionibacterium spp. и Klebsiella spp [2, 4, 17, 
24, 41, 57]. Кроме того, за последние годы опи-
саны редкие клинические случаи, при которых 
возбудителями ИАИ являются такие микроор-
ганизмы, как Mycobacterium tuberculosis, Listeria 
monocytogenes, Gardnerella vaginalis, Helcococcus 
kunzii, Arcanobacterium bernardiae, Gemella 
sanguinis, Coxiella burnetii [16, 29, 33, 34, 47, 54, 
60]. Не следует забывать, что ИАИ также может 
быть вызвана небактериальными возбудителями, 
например грибами рода Candida spp, в основном 
C. albicans, а также C. krusei и С. tropicalis [24; 48]. 
Очевидно, что спектр микроорганизмов-возбуди-
телей ИАИ достаточно широк, поэтому охватить 
все имеющееся биоразнообразие при помощи 
постановки ПЦР на каждый отдельный вид бак-
терии или гриба достаточно дорого и трудоемко. 
Тем не менее, существует значительное число ис-
следований, посвященных данной проблеме. По 
сути, все они сводятся к двум основным подхо-
дам ПЦР-диагностики ИАИ в травматологии и 
ортопедии:
– ПЦР с использованием видо- или родоспе-
цифичных праймеров (специфичная ПЦР);
– ПЦР широкого спектра («broad range» 
ПЦР).
Каждый из этих подходов имеет свои досто-
инства, недостатки и методические проблемы, 
которые вкратце будут рассмотрены далее.
ПЦР с видо- или родоспецифичными прайме-
рами. Общая схема проведения ПЦР-анализа с 
использованием видо- или родоспецифичных 
праймеров представлена на рисунке 3 а. 
Большая часть исследований по примене-
нию специфичной ПЦР при ИАИ посвящена 
выявлению S. aureus, как наиболее частого воз-
будителя, а также выявлению гена mecA, являю-
щегося молекулярно-генетическим маркером 
метицилиннорезистентности [8, 53]. При этом 
в качестве гена-мишени для идентификации 
S. aureus чаще всего используют гены nuc, 
femA, видоспецифичные участки гена 16S 
рРНК и др. Описаны условия для выявления 
данных генов как при помощи обычной ПЦР, 
так и при помощи РВ-ПЦР [36, 38]. Известны 
публикации, посвященные разработке муль-
типлексных ПЦР, позволяющих выявлять 
не только конкретный вид микроорганизма 
возбудителя, но и ряд других генетических 
детерминант. Например, в исследовании 
Hassanain Al-Talib с соавторами предложе-
на пентаплексная ПЦР, при помощи которой 
возможно выявление микроорганизмов рода 
Staphylococcus (выявление специфичного 
участка гена 16S рРНК), метицилинорези-
стентности S. aureus (гены femA и mecA), гена 
токсина PVL (lukS), а также гена внутреннего 
контроля (ген hemM) [11]. 
Проведены исследования по ПЦР-
идентификации других родов микроорга-
низмов-возбудителей ИАИ. Например, в 
публикации Charles Cazanave с соавторами 
представлена мультиплексная ПЦР для выявле-
ния наиболее распространенных патогенных для 
человека представителей рода Corynebacterium, 
вызывающих ИАИ (C. amycolatum, C. aurimucosum, 
C. jeikeium, C. striatum и C. tuberculostearicum) 
[17]. А в работе Robert J. Clifford с соавторами 
протестировано несколько пар праймеров для 
выявления каждого из следующих патогенов: 
A. baumannii, E. coli, P. aeruginosae и K. pneumoniae 
на 200 клинических образцах каждого вида. 
Эффективность работы праймеров составила 
от 93,8 до 99,1% [21].
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Существуют исследования, посвященные 
выявлению при помощи ПЦР редких патогенов, 
а также применению в клинике коммерческого 
набора SeptiFast® фирмы Roche [9], позволя-
ющего на основе ПЦР выявлять основные воз-
будители сепсиса. Данный набор может послу-
жить прототипом для разработки тест-систем 
по идентификации родов микроорганизмов, 
наиболее частых возбудителей ИАИ, что сдела-
ло бы более целесообразным применение спец-
ифичной ПЦР в целях диагностики инфекций в 
клинике травматологии и ортопедии. 
ПЦР широкого спектра («broad range» ПЦР, 
универсальная ПЦР). ПЦР широкого спектра 
представляет собой ПЦР или РВ-ПЦР, чаще 
всего с использованием праймеров на гены 
16S рРНК, 23S рРНК или межгенные участки 
рРНК с последующей очисткой образовавше-
гося ПЦР-продукта, его секвенированием и 
анализом полученной нуклеотидной последо-
вательности с целью определения видовой при-
надлежности возбудителя (рис. 3 б) [40, 42].
Ген 16S рРНК присутствует во множестве 
копий в геномах всех патогенов человека, отно-
сящихся к домену Eubacteria [23]. Многие виды 
бактерий содержат до семи копий данного гена 
[15], что повышает вероятность обнаружения 
малых количеств патогенов (низкая обсеме-
ненность) по сравнению с применением другой 
генной мишени, присутствующей в геноме в 
единственном числе. Согласно данным секве-
нирования, последовательность гена 16S рРНК 
консервативна среди представителей домена 
Eubacteria, но при этом обладает вариабельно-
стью, обеспечивающей видоспецифичные от-
личия [49]. Поэтому для получения информа-
ции о присутствии ДНК всех бактериальных 
возбудителей в одном клиническом образце 
достаточно проведения одной ПЦР, последую-
щего секвенирования и анализа нуклеотидной 
последовательности. 
Учитывая, что ПЦР способна 106-107-крат-
но амплифицировать единичную копию ДНК-
матрицы, проблемой становится даже незна-
чительная контаминация реакционной смеси 
экзогенной ДНК. Поэтому проведение универ-
сальной ПЦР широкого спектра может быть 
затруднено контаминацией ПЦР-реагентов, в 
особенности реагентов, полученных из бакте-
риальных источников. Например, Taq-ДНК-
полимераза, в настоящее время получаемая в виде 
рекомбинантного белка из E. coli, может содержать 
Рис. 3. Схема проведения клинического анализа: а – с применением метода специфичной ПЦР; 
б – с применением ПЦР широкого спектра
а б
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примеси бактериальной ДНК, которые приведут 
к ложноотрицательному результату. Некоторые 
исследователи пытаются решить проблему изна-
чальной контаминации ПЦР-реагентов при по-
мощи дополнительной физической, химической 
или ферментативной обработки Taq-полимеразы 
[26, 28, 50]. Но, несмотря на положительное дей-
ствие подобной обработки, полностью исключить 
влияние контаминирующей ДНК не удалось. 
Более того, в случае обработки УФ было отме-
чено снижение активности Taq-полимеразы [23]. 
В качестве альтернативы ряд авторов предлагает 
специальный дизайн праймеров, который позво-
ляет избежать амплификации контаминирующей 
ДНК [18], но данный подход еще недостаточно 
апробирован, к тому же предполагает использо-
вание дополнительной полимеразы (фрагмент 
Кленова). Таким образом, до успешного развития 
производства ультрачистых компонентов ПЦР-
смеси применение ПЦР широкого спектра оста-
ется затруднительным. 
ПЦР-диагностика антибиотикорезистент-
ности у возбудителей ИАИ 
Термин «антибиотикорезистентность» под-
разумевает устойчивость микроорганизмов к 
антибиотикам – веществам природного или по-
лусинтетического происхождения, подавляющим 
рост живых клеток, в том числе бактериальных. С 
биологической точки зрения, существует два типа 
антибиотикорезистентности: природная и приоб-
ретенная. В основе природной антибиотикорези-
стентности лежит отсутствие у микроорганизма 
мишени воздействия антибиотика (например, от-
сутствие у микоплазм пептидогликана, в резуль-
тате чего они не чувствительны к воздействию 
бета-лактамных антибиотиков). В основе приоб-
ретенной – приобретение новых генетических де-
терминант резистентности, кодирующих фермен-
ты, инактивирующие антибиотики или защитные 
белки, модифицирующие мишень воздействия 
антибиотика. Приобретенная антибиотикорези-
стентность также может быть обусловлена мо-
дификацией собственного генома, наиболее рас-
пространенным механизмом которой является 
возникновение мутаций в генах, кодирующих 
мишени антибиотиков, а также клеточные си-
стемы, ответственные за выведение антибиотика 
из клетки микроорганизма (например, система 
эффлюкса и пориновые каналы). Молекулярные 
механизмы резистентности к основным группам 
антибиотиков были детально описаны ранее [6, 7]. 
Примером устойчивости штаммов к антибак-
териальным препаратам за счет приобретения 
новых генетических детерминант может служить 
приобретение S. aureus гена mecA, присутствие 
которого обуславливает устойчивость не только 
к метициллину, но и к другим бета-лактамным 
антибиотикам. При этом во многих исследова-
ниях показана практически 100% корреляция 
между устойчивостью штаммов к бета-лактамам, 
определенной бактериологическими методами 
и методами на основе ПЦР [27, 31]. Технически 
выявление гена mecA и подобных ему новых 
генетических детерминант, например, генов 
устойчивости к ванкомицину (гены van) и генов 
устойчивости к тетрациклину (tetM, tetK), явля-
ется достаточно простым и сводится к коррект-
ному подбору последовательности праймеров, 
учитывающей максимально возможное число 
аллелей гена антибиотикорезистентности, из-
вестных в настоящее время и доступных в базах 
данных нуклеотидных последовательностей. 
Среди механизмов устойчивости, обуслов-
ленной модификацией собственного генома, 
известна устойчивость штаммов грамположи-
тельных и грамотрицательных бактерий к фтор-
хинолонам, сформировавшаяся в результате 
возникновения мутаций в генах, кодирующих 
ферменты, участвующие в процессе репликации 
ДНК бактерии: гены gyrA и gyrB (ДНК-гираза), 
а также гены parC, parE (топоизомераза IV) [10]. 
Аналогичный механизм устойчивости описан 
для S. aureus в отношении рифампицина (мута-
ция в гене rpoB, кодирующем РНК-зависимую 
ДНК-полимеразу) и линезолида (мутация гена 
23S рРНК и генов rplC, rplD и rplV, кодирующих 
рибосомальные белки) [32, 35, 51]. Выявление 
подобной устойчивости может быть проведено 
при помощи обычной ПЦР с последующими 
очисткой, секвенированием и анализом нукле-
отидной последовательности ПЦР-продукта 
или при помощи мультиплексной аллель-спец-
ифичной ПЦР, позволяющей за одну реакцию 
выявить наличие гена и определить присут-
ствие в нем мутации без временных и денежных 
затрат на очистку, секвенирование и анализ по-
следовательности продукта, полученного в ре-
зультате обычной ПЦР. 
С клинической точки зрения, на вопрос о прак-
тической значимости выявления генов антибио-
тикорезистентности у возбудителей ИАИ в на-
стоящий момент сложно ответить однозначно, т.к. 
выбор антибактериальной терапии должен прежде 
всего основываться на данных о фенотипической 
чувствительности возбудителя к антибактериаль-
ным препаратам, т.е. на данных бактериологиче-
ских методов анализа. В то время как применение 
метода ПЦР может дать информацию только о 
присутствии тех или иных генетических детерми-
нант устойчивости (генов или мутаций). Таким об-
разом, выявление гена или мутации устойчивости 
даст информацию не о том, какой антибактериаль-
ный препарат будет активен в отношении данного 
микроорганизма, а о том, какой препарат приме-
нять не следует из-за его неэффективности. При 
этом не исключены ситуации, когда:
методы исследований
т р а в м а т о л о г и я  и  о р т о п е д и я  р о с с и и 2014 – 3 (73)110
– генетические детерминанты устойчивости 
к определенному антибиотику не выявлены, а 
микроорганизм все равно устойчив (например, 
за счет присутствия мутаций или генов устой-
чивости, не описанных для него ранее);
– генетические детерминанты выявлены, но 
микроорганизм чувствителен к антибиотику 
(например, ген устойчивости присутствует, но 
вследствие нарушения посттранскрипционных 
процессов синтеза кодируемый им белок явля-
ется неактивным, и, следовательно, не может 
обеспечить устойчивость). 
В этой связи могут возникнуть трудности с 
однозначной трактовкой полученных резуль-
татов генетического анализа, а следователь-
но, и выбора метода лечения. Исключения для 
ПЦР-диагностики антибиотикорезистентности 
могут составлять случаи выявления генети-
ческих детерминант, присутствие которых по 
данным научных исследований и собственному 
опыту применения в клинике высоко, если не 
на 100%, коррелирует с фенотипической устой-
чивостью. К таким детерминантам можно от-
нести уже упомянутый ген mecA, на основе ко-
торого созданы наборы для ПЦР-диагностики 
устойчивости S. aureus к цефалоспоринам [12], 
а также гены устойчивости к ванкомицину, 
выявление которых позволяет идентифици-
ровать ванкомицинорезистентные штаммы 
бактерий рода Enterococcus spp. [56]. Хорошие 
результаты также были показаны для штаммов 
M. tuberculosis, устойчивость которых к рифам-
пицину на 93% коррелировала с наличием опре-
деленной мутации в гене rpoB [46].
Таким образом, в ряде случаев применение ПЦР 
для определения антибиотикорезистентности ми-
кроорганизмов может дать выигрыш по времени 
при назначении лечения 1–2 дня, т.к. определение 
антибиотикочувствительности часто требует до-
полнительных суток инкубирования уже после 
идентификации возбудителя. А в случае со сме-
шанной культурой различных микроорганизмов 
(до 3–4 микроорганизмов с одного биоптата) мо-
жет потребоваться двое суток для их разделения и 
оценки чувствительности к антибиотикам.
Кроме того, мониторинг распространенно-
сти известных генов и отдельных мутаций, об-
уславливающих антибиотикорезистентность 
микроорганизмов, имеет большую научную и 
эпидемиологичесую значимость. 
Выявление генов биопленкообразования 
у возбудителей ИАИ 
Микробная биопленка представляет собой 
прикрепленное к поверхности структурирован-
ное сообщество микроорганизмов, включающее в 
свой состав как функционально активные, так и 
покоящиеся бактериальные клетки, погруженные 
в экзополисахаридный матрикс [1]. Микробные 
биопленки могут образовываться на различных 
субстратах как биотических, например ткани и 
органы человека, так и абиотических, например 
изделиях медицинского назначения, включая ка-
тетеры и имплантаты, изготовленные из различ-
ных материалов [45].
Установлено, что микроорганизмы в соста-
ве биопленок более устойчивы к воздействию 
иммунной системы организма человека и анти-
микробных препаратов [30], поэтому лечение 
традиционными концентрациями антимикроб-
ных веществ может оказаться неэффективным 
для их эрадикации.
Ввиду подобной устойчивости микробные био-
пленки имеют большую клиническую значимость 
как при лечении пациента в текущий момент вре-
мени, так и в отдаленной перспективе, особенно в 
случае эндопротезирования суставов, поскольку 
искусственные суставы – это одна из наиболее 
уязвимых групп имплантатов, для которой риск в 
отношении развития или рецидива инфекции со-
храняется пожизненно. Поэтому современные ис-
следования хирургических инфекций много вни-
мания уделяют проблеме образования микробных 
биопленок непосредственно на тканях человека в 
области хирургического вмешательства и на изде-
лиях медицинского назначения [24, 39].
Вкратце процесс образования биопленки 
включает следующие этапы:
1) адгезия бактериальных клеток к субстрату;
2) созревание биопленки: пролиферация 
клеток, образование экзополисахаридного мат-
рикса и формирование трехмерной структуры 
биопленки.
Стоит отметить, что все бактерии способ-
ны формировать биопленки, однако известно, 
что разные штаммы одного и того же вида об-
ладают различной способностью к биопленко-
образованию при культивировании в одних и 
тех же условиях [3, 19]. Это не удивительно, 
поскольку в основе способности штамма к об-
разованию биопленки, как и в основе всех фе-
нотипических свойств, лежит совокупность 
генов данного микроорганизма, кодирующих 
большое число продуктов, непосредственно 
задействованных в процессе формирования 
биопленки, а также различные факторы, уча-
ствующие в регуляции не только процесса 
биопленкообразования, но и других метаболи-
ческих путей бактерии. 
Так, для S. aureus описано множество генов, 
продукты которых (в основном белковой при-
роды) опосредуют адгезию микроорганизмов 
друг к другу (pia, sasG), к костному сиалопро-
теину (bbp) и к компонентам внеклеточного ма-
трикса человека, таким как фибронектин (ﬁnbA 
и ﬁnbB), фибриноген (ﬁb, clfB), коллаген (cna), 
эластин (ebpS) и ламинин (eno) [14, 22]. 
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Показано участие в синтезе экзополисаха-
ридного матрикса генов локуса ica (icaA, icaD, 
icaB и icaC) [25, 37]. В то же время был описан 
ica-независимый механизм образования био-
пленки, а следовательно, гены, необходимые 
для синтеза бактериального экзополисахарида, 
не так важны для формирования биопленки, 
как предполагалось ранее [55]. 
Известно, что процесс созревания биоплен-
ки регулируется системами «quorum sensing», 
позволяющими бактериям координировать 
свое поведение в ответ на изменение условий 
среды за счет продукции низкомолекулярных 
соединений, способных в определенных кон-
центрациях активировать транскрипцию ряда 
генов, в том числе генов биопленкообразова-
ния и генов вирулентности. Данные системы 
подробно описаны у многих бактерий. Так, для 
S. aureus описана система Agr, кодируемая гене-
тическим локусом agrABCD, для P. aeruginosa – 
системы LasRI, RhIIR, LasRI и PQS, для E. coli – 
система QseBC и AI-2-опосредованная система 
[13]. Молекулярные механизмы работы данных 
систем и гены, лежащие в их основе, детально 
описаны ранее [6, 13]. 
Однако данные исследования имеют чисто 
научное значение без возможности практи-
ческого применения в клинике, поскольку в 
настоящее время существенной корреляции 
между присутствием в геноме бактерии опре-
деленного гена/генов и способностью штамма 
к образованию биопленки не выявлено. Но, не-
смотря на это по-прежнему актуальными оста-
ются два основных направления исследований, 
связанных с изучением генетических аспектов 
процесса биопленкообразования:
1) выявление паттерна генов, характеризу-
ющего штамм возбудителя ИАИ как сильного 
биопленкообразователя с целью последующей 
корректировки проводимой антибиотикотера-
пии или применения альтернативных способов 
эрадикации биопленки;
2) поиск мишеней, в том числе генетических, 
для воздействия различными активными агента-
ми, предотвращающими процесс биопленкообра-
зования, в частности за счет воздействия на регу-
ляторные системы бактериальной клетки.
При этом метод ПЦР в том или ином виде 
необходим для проведения исследований по 
обоим упомянутым направлениям. 
ПЦР как дополнительный способ диагно-
стики и научных исследований 
Являясь одним из основных и простых мето-
дов молекулярной генетики, ПЦР находит ши-
рокое применение в качестве дополнительного 
способа при проведении диагностики и научных 
исследований в травматологии и ортопедии и 
смежных с ней областях.
Так, известно применение ПЦР как одного из 
комплекса инструментальных и лабораторных 
методов диагностики несовершенного остеоге-
неза – генетического нарушения, развивающе-
гося в результате возникновения мутаций в ге-
нах, участвующих в синтезе коллагена 1-го типа 
(COL1A1 и COL1A2), а также в генах CRTAP 
(cartilage-associated protein) и LEPRE1 (prolyl-
3-hydroxylase 1), что приводит к недостаточному 
синтезу коллагена 1-го типа или его аномально-
му строению и, в конечном итоге, к повышенной 
ломкости костей у пациента [58]. Диагностика 
несовершенного остеогенеза, помимо оценки кли-
нической картины (множественные переломы), 
биохимического анализа коллагена, рентгеноло-
гических исследований и денситометрии костей, 
включает скрининг определенных генов на на-
личие мутаций, приводящих к развитию данного 
заболевания. Скрининг генов осуществляют при 
помощи различных способов, в том числе секве-
нирования и денатурирующей высокоэффектив-
ной жидкостной хроматографии [58]. Однако 
одним из необходимых подготовительных этапов 
данных способов является проведение ПЦР. 
Еще одним патологическим состоянием, кото-
рое может иметь значение для травматологии и 
ортопедии, является развитие тромбоза глубоких 
вен после больших ортопедических операций. На 
основании целого ряда мутаций, ассоциирован-
ных с высоким риском тромбообразования, раз-
работаны и успешно применяются в различных 
областях медицины диагностические наборы на 
основе ПЦР для выявления предрасположенности 
человека к тромбозам [52]. Но в настоящее время 
проведение подобной ПЦР-диагностики перед ор-
топедическими операциями не имеет клинической 
значимости, поскольку всем пациентам с высоким 
риском развития тромбоза (большая операция, по-
жилой возраст, избыточный вес, тромбоз глубоких 
вен в анамнезе) проводят тромбопрофилактику с 
назначением антикоагулянтов вне зависимости от 
генетического профиля пациентов. 
В отношении научных исследований в обла-
сти травматологии и ортопедии значительный 
интерес представляет применение ПЦР как 
способа доказательства успешной регенерации 
хряща при проведении хондропластики. Так, в 
работе Masashi Yokota с соавторами при помо-
щи РВ-ПЦР с обратной транскрипцией были 
выявлены молекулы РНК коллагена 2-го типа, 
аггрекана и SOX9, служащие маркерами про-
цесса хондрогенеза [59]. Аналогично в работе 
R.S. Nirmal и P.D. Nair выявление этих же РНК-
маркеров свидетельствовало о дифференциации 
мезенхимальных стволовых клеток в хондроци-
ты под действием TGF-β3 и BMP-2 [43]. Также 
ПЦР необходима при молекулярных исследо-
ваниях регуляторных процессов и механизмов 
методы исследований
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развития как хрящевой, так и костной ткани, на-
пример, при изучении регуляторных функций 
остеогенного белка ОР-1 в хондроцитах [20].
Заключение
Таким образом, очевидно, что корректное 
использование метода ПЦР может быть полез-
но и оправдано не только при проведении раз-
нообразных научных исследований в области 
травматологии и ортопедии, но и в клиниче-
ской практике в качестве способа лабораторной 
диагностики.
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